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摘要! 为了构建剑尾鱼脑细胞系并探讨其细胞色素 797233"$L"3!#基因的诱导效应!实验通过

胰蛋白酶消化法对剑尾鱼脑组织进行体外培养!经连续继代培养!建立了可稳定传代的脑细胞

系!命名为 *(9% *(9最适培养液为含有 37E胎牛血清"(9*#的 52,26(831 和 '837 等比混合

培养液!培养条件为 10 K!7E-"

1

% 生长特性研究表明!第 67 代细胞的群体倍增时间为 9/129:

I!显示出旺盛的生长和分裂能力% 染色体分析发现!培养细胞的染色体众数为 9: 条!*(9核型

公式为 1B @1AH?96H!臂指数"%(# @9:!与剑尾鱼一致% 诱导实验表明!*(9在 32

5:

<32
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:/06

'的苯并"3#芘诱导下!$L"3!:$%&表达量显著提升!且表现出良好的剂量效应关系% 脑细胞

系的建立为剑尾鱼的毒理学评价研究提供了便利!也为其系统的生态毒理学应用打下基础%

关键词! 剑尾鱼& 脑细胞系& 细胞色素 79723&

中图分类号! F0:6& *8301944444444 文献标志码'&

44目前"鱼类细胞作为毒理学研究和环境污染

物评估的工具颇受关注
(3 51)

"与体内试验比较"以

鱼类细胞系为代表的体外研究体系具均一性好&

反应条件易于控制&与污染物作用直接等特点"且

可减少生物体自我排毒等整体效应的影响"保证

了研究的可重复性' 作为污染物检测以及毒理学

研究的优良体外系统"细胞系已发展成为一种获

普遍认可的检验技术"在污染物毒性评价及毒理

学研究中发挥重要作用'

鱼类终生生活于水中"在污染物环境毒性评

价及 效 应 研 究 应 用 中 具 明 显 优 势" 剑 尾 鱼

#M(7*.7*.&1-*0''0&($是其中的优秀代表之一"分

布于墨西哥和危地马拉等地"具有体型小"繁殖周

期短"易饲养等特点"且对一些环境污染物敏感"

已被推荐作为一种生态毒理学测试的模式实验动

物
(/ 59)

' 国内外至今还未见剑尾鱼细胞系体外检

测环境污染物的研究报道' 因此"剑尾鱼相关细

胞系的建立对其在生态毒理研究中的系统应用有

重要意义'

细胞色素 7972 酶是机体参与有机污染物代

谢的重要酶系"在机体解毒中起重要作用"是污染

物早期毒性评价的优良指标' 鱼类细胞系经长期

的继代培养"细胞功能趋于特化"可能导致某些主

要功能的丧失' 研究表明"许多鱼类细胞系已不

具备表达细胞色素 7972 酶的功能"使其在有机污

染物评价应用中大打折扣' 本实验采用胰蛋白酶

消化培养方法"获得可稳定传代的剑尾鱼脑细胞

系#*(9$"研究发现"持久性有机污染物可明显诱

导细胞色素 79723&#$L"3!$基因的表达"且表

现出良好的剂量 5效应关系' 因而"剑尾鱼脑细

胞系或可作为体外毒理学细胞模型应用于持久性

有机污染物的毒理学相关研究'

34材料与方法

$%$&主要试剂

胰 蛋 白 酶& 52,26(831& '837& 52,2&

2GJ;<:388#2388$培养基均为 D;R?/ 公司产品%

二甲基亚砜 #52*"$为 *;L:3公司产品%双抗&
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+9**&胎牛血清 #(9*$为 +=?0/BG公司产品%秋

水仙素为 (0<P3公司产品' 其他试剂为国产分

析纯'

$%'&主要仪器

正置显微镜#,122$为 "0=:M<A公司产品"倒

置荧光显微镜 #N*322$为 %;P/B 公司产品%超净

工作台为海尔公司产品"血细胞计数板为上海精

密仪器公司产品"-"

1

培养箱为 NIG4:/ 产品'

$%+&剑尾鱼脑细胞的原代培养

细胞培养采用胰酶消化法' 取鲜活剑尾鱼

#体质量 7 <0 L$于 07E酒精中浸泡 3 <1 :;B"无

菌取出脑组织"+9**漂洗 1 次"置于 7 :'的无

菌青霉素小瓶中"加入 217 :'+9**"用手术剪

将其剪成约 3 ::

/

碎块"加入 7 :'+9**收集至

37 :'离心管"3 222 46:;B 离心 / :;B"去上清

液"并重复一次' 约 32 倍体积的 2117E胰蛋白

酶室温下消化组织块 12 :;B"加入培养液终止消

化"用 122 目尼龙纱网过滤至新的一次性培养皿

中"加入 7 :'细胞培养液冲洗纱网再过滤一次"

将过滤液收集至 37 :'离心管中"离心去上清

液' 用含 12E (9*的 52,26(831 ?'837#3=3$

细胞培养液悬起细胞"并接种于 17 ?:

1

的培养瓶

中"于 10 K"7E-"

1

的条件下进行培养'

$%,&剑尾鱼脑细胞的培养

细胞传至 37 代时"分别用含浓度为 7E&

32E&37E&12E 的 (9*培养液调整细胞密度为

7 >32

9

6:'"按 117 :'6孔的量接种于 6 孔板"于

10 K"7E-"

1

的培养箱中培养"进行最适 (9*浓

度的选择试验%细胞传至 12 代时"分别用含 32E

(9*的 2388&52,26(831&'837 和 52,26(831

?'837 #3=3$培养液调整各瓶的细胞密度为7 >

32

9

6:'"按 117 :'6孔的量接种于 6 孔板"于 10

K"7E-"

1

的培养箱中培养"进行最适培养基的

选择试验%将细胞继代培养至第 62 代后"调整细

胞浓度为 7 >32

9

:6'"按 117 :'6孔的量接种至

六孔板中"置 7E-"

1

培养箱中 10 K培养"进行

生长曲线试验'

每天取 / 个孔细胞"胰酶消化消化制成细胞

悬液"混匀后用细胞计数仪进行计数"每项实验重

复 / 次"连续进行 3 周"以培养时间 # J$为横坐

标"细胞浓度# 6:'$为纵坐标"绘制生长曲线%根

据公式 2@+>'L16'L#K

+

NK

2

$计算细胞的群体倍

增时间"其中"K

2

为接种细胞数"K

+

为时间 +后的

细胞数'

$%/&剑尾鱼脑细胞的染色体分析

第 67 代剑尾鱼脑细胞于对数生长期加入终

浓度为 12

!

L6:'的秋水仙素"10 K处理 9 I 后

收集细胞"用 21207 :/06'的 O-0低渗处理 17

:;B"加入 3 :'预冷的卡诺固定液"3 222 46:;B

离心 7 :;B 去上清后"用预冷的卡诺固定液固定 /

次"每次 37 :;B' 冷滴片法滴片"干燥后"用 7E

的 D;G:A3染色 17 :;B' 镜检"选择 362 个分裂相

进行核型分析和统计'

$%V&苯并$5%芘对剑尾鱼脑细胞 ,34$5E.)*

表达的影响

第 62 代剑尾鱼细胞消化"调整至细胞密度为

1 >32

7

6:'"接种至六孔培养板中"每孔 117 :'"

预培养 9 I 后进行暴露实验"苯并#3$芘浓度梯度

为 32

5:

&32

50

&32

56

&32

57

:/06'"52*"暴露组设

为对照组"溶剂的最终浓度不超过培养基体积的

213E' 暴露时间为 19 I"暴露期间 (9*为 /E'

暴露实验结束后"吸弃培养基"提取细胞 $%&"合

成 ?5%&模板' 目的基因的定量 7-$引物序列

见表 3'

表 $&剑尾鱼 ,34$5以及内参
!

61)7"%基因

;()*的定量扩增引物

758%$&->AE2>=<=2DF:>5EC@AFA;5GA:3:F

8(9&++&:",34$553D

!

61)7"%;()*

基因

LGBG

引物名称

M4;:G4

引物序列#7]8/]$

M4;:G4AGS<GB?G

!

E%)+(4

$

@ ND-N&NDNND-&-NDD&-NNND&D

$

4 --N-N-DNNN--D&NDDND&ND&-

$L"3! -3@ D-N-NN--DN-&NN-NN-&N&--

-34 D-NNDNND&--N-NDND--&

44以反转录的 ?5%&为模板"分别以
!

E%)+(4 和

$L"3!基因相对应的引物
$

@8

$

4和 -3@8-34进行

荧光定量 7-$扩增检测' 以剑尾鱼
!

E%)+(4 作为

内参基因'

*U9$D4GGB

&

实时荧光定量 7-$的检测结

果由 &9)0722 $G308N;:G7-$*=AHG:自带软件

进行分析"计算方法如下!

$F@1

5

''

$

N

@1

5( #-N3 5-N1$ 5#-N/ 5-N9$ )

式中"-N3 为处理样品目的基因的临界循环数"

-N1 为处理样品管家基因的临界循环数"-N/ 为

对照样品目的基因的临界循环数"-N9 为对照样

品管家基因的临界循环数"$F为处理样品目的

://
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基因经校正后的表达比值#43H;/ S<3BH;H3H;TG$"是

最终的定量结果'

$%0&数据处理

采用 *7**3612 统计软件对数据进行单因素

方差分析 #"BG8V3= &%".&$"试验结果表示为

平均值 C标准误差""

$

2127 表示处理组与对照

组差异显著""

$

2123 表示差异极显著'

14结果

'%$&细胞原代培养及传代培养

在 10 K"7E-"

1

条件下"剑尾鱼脑细胞在培

养第 1 天便可观察到细胞贴壁"1 </ J 后"贴壁细

胞数目明显增加' 原代细胞呈不规则的多角形"

贴壁的细胞多为上皮样细胞形态 #图 383$"胞浆

透明' 培养初期"细胞之间的界限难以观察清楚'

1 </ J 随着细胞的增殖"细胞边缘逐渐清晰' 6 J

后"生长细胞汇合"铺满底壁"并有接触抑制现象'

成单层的剑尾鱼脑细胞进行传代后"大约 / <9 J

便可长满' 随传代次数的增加"细胞的生长速度

逐渐加快"一般 1 J 就要传代一次"细胞形态发生

了变化"由起初的多角形转变成梭形和短纤维样

#图 381"/"9 $"细胞之间相互连接"排列整齐紧

密' 目前"剑尾鱼脑细胞已传至第 82 代"细胞状

态依然良好'

图 $&剑尾鱼脑细胞形态观察$标尺示 $WW

!

E%

31原代细胞% 1137

HI细胞% /1/7

HI细胞% 9167

HI细胞'

SAB%$&-J:G: EA;>:B>5CJI :FPS4D2>AH2DF>:E =O:>DG5A@FA=J$85>X$WW

!

E%

31M4;:34= ?G00A% 1137

HI

?G00A% /1/7

HI

?G00A% 9167

HI

?G00A1

'%'&生长特性

生长初期细胞在 12E (9*条件下生长速度

最快"倍增时间大概为 19 I"其次是在 37E (9*

中"而细胞在 7E (9*下生长速度非常缓慢 #图

1$' 但随着时间的延长"在 37E (9*中的细胞增

殖数量最高"生长状态最好'

剑尾鱼脑细胞系在选用的 9 种培养液中均能

生长"但生长情况有所差异"在 52,26(831 ?'8

37#3=3$培养液中的生长情况优于其他培养液"

而 52,26(831 和 '837 培养液中细胞的生长情

况也优于 2388' 在所选的培养基中"最适合的

培养液是 52,26(831 ?'837 # 3=3 $的混合 #图

/$'

由第 67 代剑尾鱼脑细胞系细胞生长曲线#图

9$可以看出"*(9在接种后的 19 I 内处于迟缓

期"细胞增殖不明显%自 19 I 后进入对数生长期"

在第 86 小时迅速增殖至最高#/1: >32

7

6:'$"细

胞几乎铺满整个底壁%之后细胞生长进入平稳期

和衰退期' 第 312 小时后出现较多死亡细胞"不

能在整个培养瓶壁形成致密的细胞层"细胞密度

有所下降' 经计算其群体倍增时间为 9/129: I"

说明剑尾鱼脑细胞系细胞生长状态依然良好'

8//
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图 '&PS4在 (!R!YS"$' T9"$/$$Z$%

培养液中对不同血清浓度的选择

SAB%'&1>:OGJ;<>H2=:FPS4A3(!R!YS"$' T

9"$/$$Z$%E2DA<E =<CC@2E23G2DOAGJ

DAFF2>23G;:3;23G>5GA:3=:FS4P

图 +&PS4在添加 $W[S4P下对不同培养基的选择

SAB%+&#:EC5>5GAH2B>:OGJ:FPS4A3=2@2;G2D

B>:OGJE2DA<E =<CC@2E23G2DOAGJ$W[S4P

图 ,&第 V/ 代剑尾鱼脑细胞的生长曲线

迟缓期12 <19 I% 对数生长期119 <86 I% 平稳期186 <312 I%

衰退期1312 <399 I'

SAB%,&7J2B>:OGJ;<>H2:FPS4;2@@=5GC5==5B2V/

03L MI3AG12 519 I% 0/L34;HI:;?MI3AG119 586 I% AH3H;/B34=

MI3AG186 5312 I% JG?0;BGMI3AG1312 53991

'%+&剑尾鱼脑细胞系的染色体分析

对第 67 代的 *(9进行染色体计数' 在统计

的 362 个分裂相中"染色体数目分布在 19 <72 条

之间"其中有 67E的正常二倍体细胞具有 9: 条

染色体#图 7$"*(9核型公式为 1B @1AH?96H"臂

指数 # %($ @9:" 与剑尾鱼的体染色体特征

吻合
(/)

'

图 /&剑尾鱼脑细胞系的染色体分析

#3$第 67 代 *(9的染色体分析% # R$第 67 代 *(9系的中期

染色体"3 222 >% #?$第 67 代 *(9系的染色体组型'

SAB%/&#J>:E:=:E2535@I=A=:F8>5A3;2@@

@A32F>:E 8(9&++&:"

#3$?I4/:/A/:G3B30=A;A/@*(93H67

HI

% # R$ ?I4/:/A/:G/@

*(93H67

HI

J<4;BL :GH3MI3AG# D;G:A3AH3;B $123LB;@;?3H;/B"

3 222 >% #?$HIGP34=/H=MG/@*(91

'%,&苯并$5%芘对剑尾鱼脑细胞 ,34$5E.)*

表达的影响

32

5:

:/06'苯并#3$芘胁迫下便可明显诱导

$L"3!基因的表达#"B2127$"而 $L"3!:$%&

表达量最高值出现在最高浓度诱导组 32

57

:/06'

29/
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#"B2123 $"其表达量为对照组的 8 17/11/9倍

#图 6$' 因而"苯并#3$芘对 $L"3!基因的相对

表达量的诱导极其显著"且存在较好的剂量 5效

应关系'

图 V&不同浓度苯并$5%芘暴露 PS4', J

,34$5基因表达结果

"

"B2127%

""

"B2123'

SAB%V&,34$5B2322UC>2==A:3A3PS4A3

4$5%-2UC:=2DB>:<C=

/4讨论

+%$&PS4生长特性

细胞系建立过程中"原代细胞的培养是基础'

为了克服原代细胞难贴壁的现象"本实验采用控

制酶消化时间&原瓶传代等方法使原代细胞尽快

适应体外培养环境"获得了可稳定传代的细胞系"

且已传至 82 代' '837& 52,2& 52,26(831&

2388 等都是鱼类细胞培养的常用培养液
(7 58)

"在

本研究中发现"剑尾鱼脑细胞系可在多种培养液中

传代"而 52,26(831 和 '837 两种等比混合最适

合细胞生长"细胞增殖速度也快"可应用于后续应

用中' 血清中的成分比较复杂"且对于绝大部分体

外培养的细胞是必须的"大多鱼类细胞均需添加血

清
(32 53/)

' 为了解不同血清浓度对剑尾鱼脑细胞生

长的影响"试验选用了 7E<12E 9 个梯度血清浓

度的培养液"发现细胞在 37E血清浓度时生长最

好"并非浓度越高越好"而 32E血清也可满足剑尾

鱼脑细胞的生长"在使用上可节约部分成本'

+%'&PS4染色体核型分析

染色体是细胞遗传学的基础"其核型已成为

种属鉴定的重要的指标' 离体条件下"许多传代

细胞容易发生多倍体化或非整倍体化现象"故染

色体组型也是鉴定细胞系是否发生转化的可靠指

标
(32)

' 目前常采用秋水仙素来阻碍纺锤丝形成"

从而使染色体停留在有丝分裂的中期' 秋水仙素

的浓度和时间选择对于能否获得清晰的染色体中

期分裂相非常重要' 本实验采用秋水仙素终浓度

为 12

!

L6:'"于 10 K下作用 9 I"获得了较多中

期染色体"染色体形态也比较理想"其条件与耿晓

芬
(33)

测定大菱鲆鳍细胞系染色体的方法相仿'

染色体分析结果表明"剑尾鱼脑细胞系为正常的

二倍体细胞"特征性染色体数目为 9: 条"核型公

式与剑尾鱼染色体数目分析研究的报道一致"证

明所建细胞系确为剑尾鱼脑二倍体细胞系'

+%+&笨并 $ 5%芘对 PS4中 ,34$5基因的诱导

效应

工农业的快速发展给环境带来越来越大的压

力"环境问题一直是倍受关注的焦点"因而"不同

领域对毒理学研究的发展和深入有客观上要求'

剑尾鱼在水环境污染监测中已得到良好应用"若

要作为代表物种系统发展"体外的相关研究必不

可少' 原代细胞刚从组织中分离"与体内原组织

在形态结构和功能活动上相似性大"适合进行药

物测试研究' 细胞系由于长时间的继代培养"细

胞功能特化"有些已失去了原组织所具功能' 试

验表明"本研究获得的细胞系还具有
#

相解毒代

谢酶功能' 鱼类是水环境污染监测的重要生物"

有多个鱼类细胞系应用于水污染监测中"如杂交

鲇#尖齿胡鲇 >斑点胡鲇$细胞系&罗非鱼鳃上皮

细胞
(39)

&鲑胚胎细胞系&鲤内皮瘤细胞系&虹鳟生

殖腺细胞系&牙鲆血细胞
(37)

&牙鲆鳃细胞
(36)

&草

鱼细胞系
(30)

等"为鱼类的系统应用提供基础'

细胞色素 7972 酶是混合功能氧化酶系中最

重要的一族"参与众多药物在动物体内的生物转

化' $L"3!主要参与多环芳香烃类化合物的代

谢"在正常鱼体组织中的浓度很低"但在某些外来

化学物质特别是 7&+A的诱导下"它的活性异常

增高' 7&+A化合物如苯并#3$芘对 $L"3!基因

表达的诱导能力极强"对 $L"3!的诱导能力越

大"往往意味着具有更大的生态毒性
(3:)

' 因此"

鱼类 $L"3!基因作为生物标志物已广泛应用于

环境毒理学研究中
(9"3/ 539)

' 细胞系对污染物的反

应均一性好&条件易于控制&可重复性强"作为环

境污染和毒物检测工具有广阔的应用前景"对于

环境评估和检测有重要意义'

39/
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